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勝頭十二指腸切除術を受けた十二指腸膨大部癌患者の外騨液痩より集めた醇液 ( 350 me) を 5mM酢
酸ナトリウム溶液 (pH5.0 )に透析後，凍結乾燥を行なった。さらに 60 0Cで 5 分間の熱処理を加えた。
上清画分を 2 M NaCl存在下に， 50mM酢酸ナトリウム (pH 5.0) で平衡化した Octyl-Sepharose coｭ
lumn に吸着させ，イオン強度を下げ，酵素を溶出させた。つぎに10mMのMESバッファー (pH 6.0) で
平衡化したCM-Sepharose columnに活性画分を吸着させ， 0 --500 mM NaCl の直線濃度勾配をかけ，
酵素を溶出させた。
得られた活性画分はSDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動上，単一のバンドを示し，分子量は 14 ， 000
と推定された。比活性は 100μmol/min/mgであり， 1. 8 mgの酵素が得られた。精製は 150 倍で， 20% 
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の収率であった。
本酵素は厳密な位置特異性を示し， リン脂質の 2 位のエステノレ結合のみを分解した。
至適pHは 8.5 --9.0 であり，酵素活性の発現にはCa2 +が必須であった口界面活性剤により酵素活性の
上昇があり， 3.6 mM Na-deoxycholate と 2mM CaC1 2 の存在下で最大活性を示した。
精製蛋白をFreund's complete adjuvantとともに家兎に反復皮下注射し，抗血清を得た。 Ouchterlo­
ny' s double immunodiffusion test及び:1mmunoelectrophoresis により， ヒ卜牌 PLA2 とブタ醇PLAz
は部分的な免疫交叉性を有する乙とが明らかになった。
I RIAIとよるヒト牌PLA2 の測定
Hunter & Greenwoodのchloramine-T 法によって， 125 1 を精製酵素に標識し， 8ephadex G-25 coｭ
lumnlとより標識蛋白を精製した。
RIAの緩衝液には 0.2 労B8A， 5 mM EDT Aと 0.1 %NaN3 を含む10mM phosphate buffered saｭ
line を用いた。 104 倍に希釈された抗ヒト牌PLA2血清に，試料血清と標識酵素を同時に加え，室温で 2
時間，第一反応を行なった。つぎに，山羊抗家兎ガンマグロプリン血清 (40倍希釈)と 15%polyethy-
lene glycolを加え，室温にて10分間，第二反応を行なった。 3 ， 000 RPM, 30分間の遠沈lとより B-F
分離後，沈澄の放射活性をガンマカウンターで測定した。
ヒ卜醇PLA2 のRIA の標準曲線は，急J性騨炎患者血清及び健康成人血清の希釈曲線とよく平行し，測
定範囲は 0.5--- 1,000 n g / meであった。
本RIA系に使用した抗血清は，他のヒト醇酵素及び他種の晴乳動物血清に対して全く交叉性を示さず，
本RIA系はヒト醇PLA2 1ζ対し特異性を有していた。
本RIA系のアッセイ間変動は 2.4 9ぢ，アッセイ内変動は 9.1 箔であり，回収率は90%であった。
健康成人15名の血、清PLA2値は 2.0 --7.9 ng/meの聞に存在し，平均値は 5.1 ng / me(8. D. : 1.7 )で






1 )本酵素は分子量約 14， 000 で，活性発現にはCa2+ が必須であり，至適pHは 8.5 --9.0 であった。
酸性下では強い耐熱性を有した口また界面活性剤は酵素活性を上昇させた。
2 )本RIA系は高感度で再現性に富み，かっ特異性があり，短時間で操作された。
3 )健康成人の血清中の牌PLAz値は 2.0---7.9ng/meに存在し，平均 5.1 ng/ meで，急性牌炎におい
て有意の上昇を示す乙とがわかった。
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論文の審査結果の要旨
本論文は， ヒト醇液より新しい方、法で、勝phospholipase Azを精製し，血清中の本酵素量を測定するた
めのラジオイムノアッセイ系を初めて確立したものである。乙れを用いて正常血清中にもlmmunoreac­
tìve牌phospholipase Azが存在すること，急性牌炎患者でそれが著明に上昇することを明らかにしてい
る。
本測定法は急性醇炎の診断，治療方針の決定，予後の判定などに直ちに応用しうるものであり，医学博
士の学位を授与する価値のある論文と認める。
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